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COMPOSITIONS POUR LE TRAITBMENT 
DE PATHOLOGIES DIGESTIVES 

La presente demande conceme des compositions et in6Aodes pour le traitement de 
5 pathologies intestinales. Elle conceme 6galement des compositions et m6thodes 
pennettant de regular la penneabilit6 paracelMaire de P epithelium intestinal. Les 
compositions et m6thodes de I'invention reposent notamment sur Tutilisation 
d'inhibiteurs de proteases modulant Touverture des jonctions serrees de 
r6pith61ium intestinal. L'invention est utilisable pour le traitement pr6ventif ou 
10 curatif de pathologies varices, telles que les troubles fonctionnels digestifs (TFD), 
plus particuli^rement les troubles fonctionnels intestinaux (TFI), et notamment le 
syndrome de I'intestin irritable (SII encore app6l6 « Irritable Bowel Syndrome », 
IBS), les hyperalgesies et autres douleurs abdominales, etc., chez les mammifdres, 
notamment les bumains. 

15 

L*epithelium intestinal est le centre d'6changes tres importants entre le milieu 
ext6rieur et Torganisme. Ces ^changes peuvent s'effectuer soit a travers les 
cellules de Tepithelium, soit par des r6seaux parall^les. Ainsi, le transport d'eau 
ou d'electrolytes, ou encore Tabsorption de petites mol6cules (poids mol^culaire 

20 g&i6ralement inftrieur a 1000 Da environ) au niveau de la muqueuse gastrique, 
intestinale ou colique, s'effectue par voie transcellulaire, h travers les cellules 
6pitheliales ou enterocytes. Par contre, I'absorption de grosses molecules et le 
passage d'antigenes, de toxines ou de cellules immtmitaires se fait principalement 
par voie paracellulaire, au niveau de « jonctions serr6es », qui sont dispos^es entre 

25 les cellules epitheliales. 

Les jonctions serrees (« JS ») 6pith61iales (ou « tight junction », « TJ ») sont des 
structures de liaison entre les cellules bordant les Epitheliums muqueux (tube 
digestif, poiraions). Ces structures assurent et controlent le transport trans- 
30 Epithelial paracellulaire, de I'extErieur vers la sous-muqueuse, de macromolecules 
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varices (allergenes, irritants, toxines, microorganismes). Ces structures permettent 
6galeraent la migration de cellules immunitaires (e.g., immunocytes) vers 
I'ext^rieur (tube digestif). Les jonctions serr6es sont des structures souples 
constitutes d'un assemblage complexe de proteines transmembranaires 
5 (occludines, claudines) et de proteines cytoplasmiques (prot6ines zona ocludens 
ZO-1, ZO-2, ZO-3, protdines AF7, cinguline ou 7H6, etc.), qui sont associ6es h 
des Elements du cytosquelette (filaments de myosine, d'actine, etc.). 

Parmi les troubles fonctionnels digestifs (TFD), on distingue les douleurs 

10 abdominales sans trouble de r61imination et les troubles fonctionnels intestinaux. 
Les douleurs abdominales sans trouble de Telimination peuvent 6tre provoqu6es 
par des allergies ou des intolerances alimentaires ou se manifester dans le cadre de 
la maladie coeliaque par exemple. Les troubles fonctioimels intestinaux affectent 
15 k 20% de la population et se traduisent par des syiiq)t6mes dj^peptiques et/ou 

15 intestinaux pour lesquels aucune cause organique n'a jusqu'ici 6t6 identifi6e et qui 
ndcessitait un traitement sp6cifique. La caract6iistique conamune des troubles 
fonctionnels digestife r^ondant aux entires de ROME est la douleur abdominale, 
pr6sente en p&iode postprandiale, qu'elle soit locaIis6e en partie haute (dyspepsie) 
ou en partie basse de I'abdomen. Un trouble particulier qui afifecte la partie basse 

20 de Fabdomen est le Syndrome de I'lntestin Irritable (SII). La douleur des troubles 
fonctionnels intestinaux est le plus souvent soulagee par la defecation. 
La physiopafhologie des troubles fonctionnels digestifs (TFD) est mal connue 
mais les r6centes investigations cliniques montrent I'existence chez ces patients 
d'un abaissement du serai de percq>tion douloureuse a la distension (hyperalg6sie 

25 visc6rale) traduisant un etat d'hypersensibilite digestive. Celui-ci semble relever 
en premier lieu dhme sensibilization de mecanorecepteurs parietau2...par des 
riifdiaxeuic pr-j-inflmnmatoiT'is. Ed ei&t icdctenor- modificaicioiii: de ctracturs 
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cellules enterochromaffines a €t€ detect^ dans des biopsies il6ales et coliques 
chez des sujets atteints de Sn. Get 6tat micro-inflammatoire digestif fevorise la 
sensibilisatioii des terminaisons des neurones aff6rents primaires et cette 
sensibilisation pourrait conduire h une facilitation secondaire de la transmission, 
5 vers le cerveau, des messages a caractere nociceptif. Les 6tudes d'imagerie 
fonctionnelle indiquent en effet des modifications caract^ristiques des aires de 
projection corticale de ces messages nerveux chez les sujets atteints de TFD. 
Un tel processus de sensibilisation de Tintestin a la douleur peut etre induit par 
des facteurs tels que le stress, des pathog^nes, des allerg^nes, des enzymes de type 

10 trypsine ou tryptase par exemple, des sels biliaires, des x6nobiotiques, des 
molecules chimiques de type glycerol, TNBS ou taxu-ocholate par exemple et/ou 
des sequelles resultant d'une infection ou d'une operation chirurgicale. Toutefois, 
les m^canismes par lesquels ces facteurs sont capables d'initier le phenomene de 
sensibilisation ne sont pas clairement documentes in vivo. Lorsque des allergenes, 

15 des pathogdnes et/ou des molecules chimiques par exemple sont absorb6s, lis 
entrent en contact avec la parol £pifh61iale intestinale qui empgche leur 
introduction dans Torganisme et leur mise en contact avec les cellules de 
rimmunitd. Toutefois, pour qu'une sensibility se d6veloppe, cela implique que 
certains allergdnes, pathogenes et/ou molecule chimique sont capables de traverser 

20 cet 6pithelium pour interagir avec les cellules inMnunitaires.. Les conditions dans 
lesquelles ce transfert est possible demeurent pen documenttes in vivo. Ainsi, bien 
que certains rapports suggerent, sur des cultures de cellules in vitro, un role des 
jonctions serrees dans ce processus, aucune demonstration n'a ete apportee de 
rimplication de ces jonctions in vivo dans le developpement d'une sensibilisation. 

25 De meme, si Coremans et al (Ital J Gastroenterol 1991 (8) S 1 :39-40) suggerent 
un lien entre les sels biliaires, perfuses par voie intra-colique, et les douleurs 
abdominales d'un sujet presentant un intestin irritable, aucun resultat present^ 
n'etablit de correlation entre les jonctions serr6es et un processus de 
sensibilisation a la douleur de repith61ium intestinal. 



1er depot 
4 



Si la malabsorption des sels biliaires n'est observ6e que chez une faible 
proportion des sujets pr^sentant un intestin irritable, des alterations de la 
permeability traiis-epith61iale sont d^crites chez les sujets d6veloppant un SII 
api^ gastro-ent6rite (SPILLER et al. Gut 2000 ; 47 : 804-11) mais sans qu'il soit 
5 feit mention de modifications de la perm6abilit6 paraceUulaire laquelle n'est pas 
6tudiee. 

Une con^latioh entre le syndrome de I'intestin irritable et la presence accrue de 
microorganismes au niveau de la sous-muqueuse a €t6 mise en Evidence au travers 
d'6tudes exp6rimentales (AGA. 1999), de meme qu'un Uen a pu 6tre constat^ 
10 entre les maladies inflammatoixe chroniques de I'intestin ou les troubles 
fonctionnels intestinaux et des modifications du degre d'activation inununitaire 
(inflammation) de la paroi intestinale. Cependant, ces observations preliminaires 
n'ont pas 6t6 confirmees ou n'ont pas donn6 lieu k de nouvelles approches 
therapeutiques. 

15 

La pr6sente invention resulte de la mise en Evidence de I'activation, par les 
proteases bact6riennes hTjer^es dans la lumi^re colique, des r6cepteurs PAR 
(proteinase-activated receptors), situ6s sur les membranes des cellules 6pith6Uales, 
qui modulent I'ouverture des jonctions serrees, cette ouverture pouvant entraJner 

20 un etat d'hyperalgesie. 

L'origine bacterienne des proteases mentionndes ci-dessus a ete demontr6e par le 
fait qu'un traitement oral de 10 jours par un cocktail d'antibiotiques d6truisant la 
flore reduit la perm6abUite des jonctions seir6es, celle-ci 6tant restauree par la 
. perfusion intracolique d'un sumageant de contenu colique normal. Les inventeurs 

25 ont par ailleuis d^montre qu'un cocktail d'inhibiteurs de proteases perfuse dans la 
lumisK coUque reduisait la pennsabilii£ parac«llulairs- coUque et la .sensibilite 
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colon par di£G§reiites molecules ou par le stress entraine une hyperalgesie 
spontan6e ou une hypersensibilit^ k la distension (6tat caiact^ristique de TIBS). 
Les F6sultat$ obtenus dans le cadre de cette invention ont etabli pour la premiere 
fois et de fapon surprenante que Touverture des jonctions serr6es provoque un 6tat 
5 d'hyperalgesie retard^ durable. 

La pr6sente invention d^coule de la mise au point de nouvelles strategies 
th6rapeutiques pour le traitement de pathologies intestinales, basees sur une 
modulation de la perm6abilit6 para-cellulaire de T^pithelium intestinal a Taide 

10 d'iuhibiteurs de proteases. En particulier, la prdsente invention propose une 
approche fliSrapeutique des pathologies intestinales bas6e sur Temploi 
d'inhibiteurs de proteases permettant de contrdler Touverture des jonctions serF6es 
de r6pith61ium intestinal. Ainsi, ces inhibiteurs de proteases permettent de 
moduler la tension du cytosquelette des cellules 6pith61iales intestinales ou de 

15 r6guler directement, de pr6f6rence diminuer, voire bloquer, Touverture des 
jonctions serr^es de r^pithelium intestinal. Cette approche permet done de 
contrdler I'ouverture et la fenneture des jonctions serrSes de r6pith6Iium 
intestinal, sans n6cessairement recourir a une synthdse prot^ique de novo et/ou h 
des degradations proteiques et/ou structurales importantes au niveau de 

20 r6pithelimn. Cette strategic permet de r6guler la perm^bilit^ de r6pith61ium 
intestinal de maniere specifique, fine et reactive, et ainsi d'agir sur le transfert 
d'allergenes, de pathogSnes et/ou de molecules chimiques vers les cellules de 
rimmunite. Cette stratejgie est particulierement adaptee a Tobtention d'un effet 
biologique rapide et controlable dans le temps (reversible). 

25 

A cet egard, les resultats presentes ci-dessous montrent qu'une substance 
susceptible de rel&cher les jonctions serrees epithSliales (peptides activateurs du 
r6cepteur PAR-2 tels que le peptide SLIGRL) d6clenche une hyperalg6sie retard, 
une hypersensibilit6 a la distension et une augmentation de la permeabilite 
30 colique. Les r^ultats presentes dans les exemples montrent egalement que la 
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suppression de cette augmentation de la permeability paracellulaire par un 
inhibiteur de proteases ou un melange (cocktail) d'inhibiteurs de proteases 
supprime ou r^duit cette hyperalg6sie caract6ristique des TFD et en particulier des 

sn. 

5 

Un premiea- objet de I'invention reside done plus particulierement dans 
I'utilisation d'au moins un inhibiteur de proteases, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement preventif ou curatif des pathologies intestinales 
caracterisees par un etat d'hyperalgesie. L'mhibiteur de protease est de preference 
10 un inhibiteur de proteases intracoliques. 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode de traitement preventif ou 
curatif de pathologies intestinales caracterisees par un etat d'hyperalgesie, 
comprenant 1' administration k un sujet d'une quantite efBcace d'au moins un 
15 inhibiteur de proteases. 

Les inhibiteurs de proteases semblent agir en contrdlant I'ouverture des jonctions 
serrees de 1' epithelium mtestinal. Ces inhibiteurs sont en particulier des inhibiteurs 
qui modulent la tension du cytosquelette de cellules epitheiiales intestinales ou des 
20 inhibiteurs qui diminuent, voire bloquent, I'ouverture des jonctions serrees de 
repitheiium intestinal. 

L'invention repose ainsi sur I'utilisation d'inhibiteurs de proteases modulant la 
tension et I'etat de conti^iction du cytosquelette des cellules de I'epitheiium 
mtestinal ou empSchant une ouverture trop importante des jonctions serrees qui 
25 aboutit a une hyperalgesia ou a une hypersensibilite h la distension de I'intestin. 

L:c prc'teincc iomposmi irs ioncdons ccttccS cc<rii.rt2£ocic2S au c^t-roqudstte dec: 
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destructrice et transitoire sur la penn6abait6 de leur 6pith61ium intestinal. Ainsi, la 
contraction du cytosquelette doit favoriser rouverture des jonctions serr6es, tandis 
qu'un relSchement du cytosquelette (ou qu'une inhibition de la contraction) doit 
favoriser la fenneture des jonctions. II est possible 6galement de moduler 
5 directement les jonctions serrees, en particulier sur les prot^ines les constituant, en 
diminuant ou en bloquant lexir ouverture. 

On utilise done preferentiellement dans le cadre de Tinvention des inhibiteurs de 
proteases qui modulent la contraction du cytosquelette de cellules epitheliales 
10 intestinales (notamment humaines) ou qui controlent I' ouverture des jonctions 
serrees de T epithelium intestinal (notamment humain). Selon la condition a traiter, 
on utilise des inhibiteurs de proteases qui inhibent la contraction du cytosquelette 
de cellules 6pith61iales intestinales, ou qui activent ou favorisent celle-ci 

15 Un inhibiteur de protease est consid6r6 comme modulant la tension du 
cytosquelette lorsqu'il module rouverture des jonctions serr6es. Un effet 
inhibiteur de la contraction ou de la tension des filaments d'actine et/ou de 
myosine ne doit pas n6cessairement Stre complet ou total, mais if sufBt qu'il 
diminue la contraction ou la tension du cytosquelette suffisamment pour reduire 

20 rouverture des jonctions serrees. 

La reduction de Touverture des jonctions serrees correspond preferentiellement k 
une diminution minimale ^environ 25%, avantageusement d'environ 30%, de 
fafon encore plus pr6fer6e d'environ 50% de la permeabilite paracellulaire de 
25 r6pith61ium intestinal. La perm6abilit6 paracellulaire pent etre mesuree k Taide 
d'un marqueur tel que le ^*Cr-EDTA lequel apres son passage dans le sang est 
mesure dans les urines pendant 24 heures (cf. : exemple 1). 

Les inhibiteurs de prot&tses utilises sont de preference les inhibiteurs agissant sur 
30 les s6rine-prot6ases et/ou les metalloprot6ases. De tels inhibiteurs sont 
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particulierement actifs pour r6duire Taction des proteases bacteriennes sur la 
permeability colique. 

Les inhibiteurs de prot6ases utilises sont avantageusement des molecules, qui 
peuvent 6tre sous foraie isolee ou sous forme de cocktail, de combinaisou, 
5 d'extraits biologiques, etc, Ces molecules peuvent 6tre synth6tiques, semi- 
synth6tiques ou biologiques, notamment d'origine animale, virale, v6g6tale ou 
bact^rienne. 

On pent notamment citer comme inhibiteurs de proteases, les inhibiteurs selectifs 
10 ou non selectifs de serine-proteases [serpine et ses derives, Aprotinine, N-tosyl-L- 
phenylalanyl chloromethyle cetone (TPCK), dichloroisocoumarine, nexin-1, 
AEBSF-HCl, Antipain, benzamidine, Leupeptine, TLCK, Ovomucoide, fluorure 
de phenyhnethyle sulfonyle (PMSF), PEFABLOC® et les extraits de soja] et de 
metallo-proteases (Amastatine, Arphamenine, Bestatin, Diprotin A, 
15 Phosphoramidon) ainsi que les molecules non-sp6cifiques utilis6es conune anti- 
viraux (amprenavir, indinavir, lopinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir et 
atazanavir). 

Les inhibiteurs de proteases peuvent 6tre utilis6s seuls ou en combinaisons et/ou 
20 en association avec d'autres agents actife, comme par exemple d'autres substances 
actives utilisees dans le traitement du syndrome de I'intestin irritable, 

Les inhibiteurs de proteases sont ainsi 6ventuellement utilises en combinaison 
et/ou en association avec des composes qui diminuent ou bloquent Touverture des 
25 jonctions senses de Fepithelium intestinal, notamment par modulation de la 
tension du ci/tosquelette, ou qui augmentent rouvertme de cellea-ci. 
L'ccti^aie de cec cornposeL:. peut etra ^iijcrcce ou ifl'JiicCte, c'ect-a-diis dirigee zirc 
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mie activite selective sur la tension du cytosquelette, c'est-^-dire typiquement des 
composes qui n'affectent pas directement la structure des prot6ines constitutives 
des jonctions serrfes. De mdme, Tinhibiteur de proteases selon Tinvention, 
n'affecte de pr6f6rence pas directement la structure des prot6ines constitutives des 
5 jonctions serrtes. 

Differents types de composes peuvent 6tre utilises en combinaison avec des 
inhibiteurs de proteases dans le cadre de la pr6sente demande. Ainsi, au sens de 
rinvention, le terme « compose » doit etre pris dans im sens large, c'est-a-dire 

10 conraie designant tout agent, substance, composition, condition, traitement ou 
proced6 pennettant de moduler I'ouverture des jonctions serrees de T^pithelitun 
intestinal. II s'agit avantageusement d'un agent (e.g., d'une mol6cule) ou d'une 
combinaison ou association d^agents. Des exemples de tels composes sont 
indiques dans la demande de brevet international n° WO 03/077893. n s'agit 

15 notamment d'inhibiteurs de la kinase de la chaine 16gdre de la myosine (MLCK). 
Un exCToiple particulier d'inhibiteurs s61ectif de MLCK est le compose ML-7 {1- 
(5-iodonaphtalene-l-sulfonyl)-lH-hexahydro-l,4-diazepine} (MakishimaM. etal. 
FEBS Lett. 1991; 287:175). D'autres exemples de tels inhibiteurs sont notamment 
le compos6 ML-9 (Wilson DP.et ai. J Biol Chem. 2001;13: 165) ou d'autres non 

20 selectifs: Wortmannin (Warashina A. Life Sci 2000;13: 2587-93), H-7 (Piao Zf et 
al. Mol Cell Biol Res Commun 2001;4: 307-12) et KT 7692 (Warashina A. Life 
Sci 2000;13: 2587-93). D'autres cibles agissant sur la tension du cytosquelette de 
composes utilisables en combinaison avec des inhibiteurs de proteases sont 
notanunent les proteines de liaison a la myosine, telles que par exemple la 

25 cinguline, ou les molecules de jonction, telles que la cadherine-E, la catenine-a ou 
les desmosomes. La modulation de Tactivite ou de Texpression de ces prot6ines 
permet de reguler la tension du cytosquelette, dans le cadre de la pr6sente 
invention. On peut egalement utiliser des inhibiteurs de proteases combines a des 
composes inhibiteurs de la synthese de proteines ou autres molecules assurant la 

30 liaison entre les proteines du cytosquelette et les proteines des jonctions serr6es. II 
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est 6galement possible d'utiliser dans le cadre de I'invention des inhibiteurs de 
kinases activ6es par les mitogenes (MAPKK), notamment de la kinase MEKl ou 
de la kinase-PI3, tels que les composes PD098,059 {2-(Ajiiino-3-methoxyphenyl)- 
4H-l-benzopyran-4-one}(Alessi et al. J.BioLChem.l995; 270, 27589) ou 
5 LY294002 {2-(4-Moipholinyl)-8-phenyl-l(4H)-benzopyran-4-one} (Vlahos et 
al.J.Biol.Chem 1994;269: 5241). D'autres molecules utilisables pour reguler, de 
manidre indirecte, la tension du cytosquelette, sont des facteurs de croissance, tels 
que le facteur de croissance h6patique (HGF), le facteur de croissance endothelial 
(EOF) ou certaines cytokines susceptibles d'6tre Ub6r6es par les inununocytes, 
10 telles que les interleuMnes-l, -4, -13, ou les facteurs tels que IGF-1 ou l'interf6ron 
gamma. Une autre approche pennettant de r6guler de manidre indirecte la tension 
du cytosquelette repose sur I'utilisation du peptide GLP2 (« glucagon-like peptide 
2 ») ou de ses d6riv6s, qui peuvent modifier la perm6abilit6 de l'6pith61ium 
intestinal par un effet indirect sur la contraction du cytosquelette. De meme, 
15 certaines molecules agissant sur des r6cq)teurs situes au p61e apical des cellules 
6pitii61iales (ex: rte^teurs aux prot6inases; PAR-2) peuvent agir indirectement 
sur le cytosquelette. D'autres agents actifs sont par exemple les composes anti- 
cholinergiques, les prokin^tiques, les anti-diarrheiques, les modificateurs de la 
motricite digestive, etc. Ces differents agents peuvent 6tre utilis6s en combinaison 
20 th6rapeutique, et administrfe sous forme s6par6e, combin^e, etal6e dans le temps 
ou concomitante. 

Un autre objet de I'invention r&ide ainsi dans un produit, un coclctail ou une 
association pharmaceutique comprenant.au moins un inhibiteur de proteases et au 
25 moins un autre agent actif s61ectionn6 parmi les composes anti:£liolinergiqnes, les 
substances proidnidques, les auti-diairiieique£.,.les laaatifs ou. les madificatguis de 
id inc-trrcis-j. de b. ^i^cerc-sciisibilits fou ds la s-susit-iliic di.gerrive"), en \ar3 d"uae 
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La presente invention peut etre utilis6e pour le Iraitement ou la prise en charge de 
pathologies ou desordres du systfeme digestif caract6ris6s par un 6tat 
d'hyperalgesie, notamment de troubles fonctionnels intestinaux, de maladies 
inflammatoires chroniques de I'intestin (MTCI), d'intol6rances alimentaires 
(allergies, conditionnements, etc.) caract6ris6es par une douleur visc6rale 
chronique. EUe est particuHdrement adapt6e au traitement pr6ventif ou curatif des 
hyperalg6sies et en particulio- du syndrome de I'intestin initable (SIX) quelque soit 
- sa forme (constipation, diairhee ou une combinaison des deux), mais 6galement 
des douleurs visc6rales chroniques n'entrant pas dans le cadre du SH, telles que 
les douleurs abdominales fonctionnelles sans trouble de l'61imination fecale 
(FAPS : Functional Abdominal Pain) et les douleurs li6es aux intolerances 
alimentaires et ^ la maladie coeUaque. EUe est utilisable de mmdhro pr^entive 
Chez des sujets pr&entant des predispositions ou une sensibility a ce type de 
desordres, ou de manidre curative, par exemple lor^ de crises ou sur des p&iodes 
plus longues. Les compositions et m6thodes de I'invention permettent de r6duire 
la souffiance des sujets, d'attdtiuer les symptdmes ou la cause de ces desordres. 

La presente invention d6montre en effet de fa9on surprenante que la suppression 
de I'augmentation de la perm6abilite paracellulaire associ6e k I'activation des 
i^cepteurs PAR (par exemple le rdcepteur PAR-2) emp6che I'apparition de 
I'hyperalgie visc6rale. 



Un objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur de 
proteases tel que d6fini ci-avant pour la preparation d'un medicament destine k 

25 contr61er, notamment k reduire, la permeability paraceUulaire de I'epitheiium 
intestinal chez des sujets atteints de maladies intestinales caiacterisees par un etat 
d'hyperalgesie, notamment de maladies inflammatoires chroniques caiacterisees 
par une accumulation, dans la couche sous-muqueuse, d'immunocytes (par 
exemple de mastocytes el/ou de cellules enterochromaffines), par une sensibiUte 

30 accrue des mecanorecepteurs parietaux et eventueUement par une infiltration de 
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bacteries du colon dans la couche sous-muqueuse, par exemple les hyperalg6sies 
et notemment le syndrome de rintestin irritable. 

Un autre objet particulier de 1' inv^tion r6side dans I'utilisation d'un inhibiteur de 
5 proteases tel que d^fini ci-avant pour la pr6paration d'un medicament destin6 h 
r6duire la sensibilisation aux aUerg&ies, pathogfenes et/ou molecules chimiques 
Chez des sujets atteints ou sensibles aux maladies fonctionnelles intestinales, 
notamment aux affections intestinales caract6risees par une accumulation, dans la 
couche sous-muqueuse, d'immunocytes, notamment par exemple de mastocytes 
10 et/ou de cellules ent6rochromafFmes, par une sensibilite accrue des 
m6canorecepteurs pari6taux et 6ventueUement par une infiltration de bacteries du 
colon dans la couche sous-muqueuse, par exemple les hyi)eralgesies et notamment 
le syndrome de I'intestin irritable. 

15 Un autre objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur de 
proteases tel que d^fini ci-avant pour la pr6paration d'un medicament destine a 
r6duire la migration trans6pitheHale d'immunocytes et 1' accumulation 
d'immunocytes dans la couche sous-muqueuse de sujets atteints d'une palhologie 
fonctionneUe intestinale, notamment d'une affection intestinale induisant une 
I .20 hyperalg6sie viscerale, par exemple le syndrome de I'intestin irritable, caract6risee 

par une accumulation, dans la couche sous-muqueuse d'immunocytes, notamment 
de mastocytes et/ou de cellules enterochromafBnes, par une sensibility accrue des 
mecanorecepteurs pari^taux et eveutuellement par une infiltration de bacteries du 

« 

1 colon dans la couche sous-muqueuse. 




25 
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penneabilit6 paracellulaire de I'^pithelium intestinal et/ou pour r6duire la 
sensibility k la douleur et/ou pour reduire la migration trans6pith61iale 
d*allerg6nes, de toxines, d*irritants ou de microorganismes et ainsi Taccumulation 
d'immunocytes dans la couche sous-muqueuse de Tintestin. 

L'inhibiteur de proteases peut 6tre administr6 par diff6rentes voies et sous 
differentes fonnes. Ainsi, Tinhibiteur de proteases peut etre sous forme liquide ou 
solide, typiquement sous forme de comprime, gelule, capsule, ampoule ou solut6 
buvable, solution injectable, etc. On prefere des composes formules sous une 

10 forme administrable par voie orale (solutes buvables, comprimes, ampoules, 
gelule, capsule, sirbps, etc.) ou rectale (suppositoire), Le conditioimement en 
capsule ou gelule lib6rant son contenu par digestion microbienne dans le colon est 
particulidrement pr6f6r6, lorsque cela est possible. Bien entendu, d*autres formes 
d'administration sont possibles, comme des injections (intraperiton6ale, 

15 intradermique, sous-cutan6e, intramusculaire, intraveineuse, intra-arterielle, etc.), 
des pates, gels, etc» 

Un autre objet de Tinvention reside dans une composition pharmaceutique 
coixiprenant au moins un inhibiteur de proteases et un excipient acceptable sur le 
20 plan pharmaceutique, ladite composition 6tant formulee preferentiellement pour 
une administration par voie orale ou rectale. De preference, la composition se 
presente sous forme de suppositoire, ou sous forme de capsule ou gelule lib6rant 
son contenu par digestion microbienne dans le colon. 

25 D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaitront k la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent 6tre consider6s comme illxistratifs et non 
limitatifs. 



LEGENDES DES FIGURES 

30 
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Figure 1 : Influence de doses croissantes d'un peptide activateur des recepteurs 
PAR-2 (SLIGRL) sur I'absorption d'une macromolecule ("Cr-EDTA) evaluee par 
le pourcentage retrouv6 au niveau des urines collect6es pendant 24h chez le rat. 

5 Figure 2: Perai6abilit6 paraceUulaire colique chez la souris. Influence de 

diff&ents inhibiteurs de proteases bact&iennes (moyenne ± SD ; n=12) : 

Cocktail d'inhibiteurs de protease (1/2 cachet) 

Cysteine protease inhibiteur (100|4,g/ml) 

Serine protease inhibiteur (1 00 et 500 Hg/ml) 
10 Matrice Metallo Protease inhibiteurs (1 00 ng/ml) 

Figure 3 : Modifications de la perm^abilite paraceUulaire colique engendree par la 
perfusion intraluminale de trypslne et de sumageant de contenu coUque chez la 
souris nonnale (t6moin) et aprds un traitement de 10 jours par un cocktail 
15 d'antibiotiques (N6omycine : 2nik/kg/j + ampicilline : Img/kg/j) adniinistr^ par 
voie orale chez la souris (moyenne ± SD ; n ==12). 

Figure 4 : Diminution de la sensibility rectale h. la distension par la perfusion 
intracolique d'un cocktail d'inhibiteurs de proteases chez le rat (moyenne ± ecart- 
20 type;n=8). 

Figure 5 : Influence de la perfusion intracolique de trypsine sur la sensibiUt6 
rectale k la distension chez le rat (moyenne ± ESM ; n=8). 



25 RXEK^rPLES 
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L'^pith^lium intestinal poss^de des structures de liaison des cellules epitheliales 
qui assurent un passage contrdl6 des immunocytes dans la couche sous-muqueuse 
de rintestin. Cet exemple montre que certaines molecules connues pour leur effet 
d'augmentation de la penn6abilit6 paracellulaire au niveau intestinal tel que le 
5 SLIGRL favorisent I'accumulation d'immunocytes dans la sous-muqueuse 
intestinale (mastocytes, cellules enterochromaffines) et que cet effet peut Stre 
prevenu (e.g., inhibe, reduit) par un traitement intracolique impliquant un 
bloqueur des jonctions serrees. 

10 Pour realiser cette etude, six lots de 8 rats mSles Wistar (200-250 g) ont et6 
utilises. Les animaux ont 6t6 munis d'un catheter intracolique place a demeure au 
niveau du cdlon proximal (h 3 cm de la jonction caeco-colique), Au cours de ces 
essais, 4 lots de rats ont 6te perfuses par voie intracolique durant lOh avec ime 
solution de ^^Cr — EDTA (0.5 nc/h). Les animaux etant places dans des cages 

15 individuelles, Turine totale de 24h a et6 collectee et la mesure de sa radioactivity a 
permit d*6valuer la perm6abilite de la muqueuse colique au ^^Cr -EDTA, Des 
doses croissantes d*un peptide activateur du PAR-2 (SLIGRL) ont €t€ injectees 
dans la lumiere colique (lots 2, 3 et 4) au temps t = 0 (debut de perfusion du ^^Cr - 
EDTA) aux doses de 0,05, 0,2 et 0,5 mg/rat, le lot 1 recevant le solvant La figure 

20 n^l montre Taugmentation dose-d6pendante de la permeabilit6 au ^"Cr-EDTA 
induite par le SLIGRL montrant son effet d'augmentation de la permeability 
paracellulaire. 

25 Exemple 2 : Permeability paracellulaire colique chez la souris. Influence de 
differents inhibiteurs de proteases bacteriennes. 

Six lots de 10 souris Swiss m§les (25-30 g) ont et6 utilises pom: cette etude. Les 
animaux ont 6t6 perfuses pendant 5 heures par voie intracolique (250 fil/h ) a 
30 I'aide d*un cath6ter introduit par voie rectale et fix6 k la base de la queue, avec les 
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differentes solutions d'inhibiteurs de prot6ases et perfusion ajout6e de ^'Cr-EDTA 
de 3 a 5 heures (Fig.2). A t=5heures, les animaux sont abattus et apr^ 
pr^ldvement du colon, la radioactivit6 tqtale retrouvee dans le corps t^moigne de 
la penn6abilite paracellulaire. Celle-ci apparaSt significativement r6duite apr^ 
perfusion du cocktail d'inhibiteurs de proteases (Roche ref : 1 873 580, EDTA- 
free), d'un inhibiteur de s6iine-prot6ases (Aprotinin Sigma All 53) et d'un 
inhibiteur non-sp6cifique de niatricem6tallo-prot6ases (galardin Sigma : M5939.) 
(Fig.2) 

Esemple 3 : Modifications de la permeabiUte paracellulaire coUque chez la 
sonris engendree par la perfusion intraluminale de trypsine et de surnageant 
de contenu colique et apr^ uia traitement par un cocktail d'antibiotiques. 

Des lots de 10 souris male Swiss (Janvier- France) pesant 25-30g ont ete utilises 
dans cette experience. En condition basale, les effets sur la perm6abilit6 
paraceUulaiie colique de la perfusion inlracolique de trypsme (50nl, 600U) et de 
surnageant de contenu coUque pi€L&v6 sur des souris contr61e perfustes par voie 
intracolique (250nl/h) pendant 3 heures un jour (Jl) ou 2 jouis consecutife (J2) ont 
ete mesures. Les mSmes perfusions ont ensuite 6t6 r6it6r6es aprfes 12 jours d'un 
traitement oral par un cocktail d'antibiotiques (neomycine : 2mg/kg/j+ 
ampicilline: Img/kg/j). Les resultats montrent 1) que le traitement aux 
antibiotiques diminue la perm6abilit6 colique, 2) que 1' augmentation de la 
permeabilite induite par la trypsine disparait apres traitement antibiotique 
induisant probablement une disparition des r^cepteurs epitheliaux aux proteases 
et 3 ) que ch.3z ces animaux, la perfusion de surnageant colique augraente_cette. 
penaeabilite au deuricme jour (Fig3). 
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Dans cette serie d'essais, 3 lots de 8 rats males Wistar (250-300 g) ont 6t6 soumis 
a un protocole de distension rectale de volumes croissants (0,4 ml) de 0 ^ 1,6 ml 
realisees k I'aide d'une sonde a embolectomie (FORGATY®). Les animaux ont 
ete 6quip& au pr&lable d'61ectiodes implantees dans les muscles stries de 
I'abdomen permettant I'enregistrement 61ectromyographiques des cmmpes 
abdominales reconnues comme un critdsre de douleur. 

Au temps t=0 les animaux ont repu, par voie intracolique, une perfiision pendant 
12 heures du cocktail d'inhibiteurs de proteases (Roche ref. : I 873 580) (2 
cachets - 0.5ml/h) ou de son solvant NaCl 0.9%. Ala fin de la perfusion, les 
animaux sont soumis au protocole de distension rectale. Par rapport au lot tem'oin, 
la perfusion d'inhibiteurs de prot^es provoque une diminution significative de la 
reponse abdominale pour les volumes de distension de 0,8, 1^ et 1,6 ml (Fig. 4) ' = 
montrant ainsi que les proteases Iib6r6es par la microflore dans la Imnidre colique 
participent h la determination de I'^tat basal de sensibiUt6 rectocolique k la 
15 distension (Fig.4). 

Exemple 5: Influence de la perfusion intracolique de trypsine sur la 
sensibility rectale k la distension chez le rat 

20 Dans cette s6rie d'essais 2 lots de 8 rats males Wistar (250-300 g) ont 6t6 somnis 
k un protocole de distension rectale suivant des ^apes croissantes (0,4 ml) de 0 a 
1,6 ml realisees k I'aide d'une sonde a embolectomie (FORGATY®). Les 
animaux ont ete 6quipes au pr6alable d'61ectrodes implantees dans les muscles 
stries de I'abdomen permettant I'enregistrement ^lectromyographiques des 
25 crampes abdominales reconnues comme un critdre de douleur. 

Au temps t=0, les animaux ont repus, par voie intracolique, la trypsine (400 
unites) un activateur sp6cifique des r&epteurs PAR-2, k la dose de 20 unites (lot 
1) ou son solvant Got 2). Au temps t = lOh. api^ 1' administration intracolique de 
trypsine, les animaux sont soumis au protocole de distension rectale. Par rapport 
30 au lot t6moin, la trypsine provoque une augmentation significative de la reponse 
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abdominale pour les volumes de distension de 0,8, 1,2 et 1,6 ml (Fig. 5) montrant 
ainsi qu'une augmentation de concentration intracolique en prot6ases augmente la 
sensibilite colique h la distension. 



1er cl6p6t 
19 



REVENftTrATTOMS 

1. Utilisation d'au moins un inhibiteur de prot6ases, pour la pr6paratibn d'lm 
5 m6dicament destin6 au traitement pr6ventif ou curatif de pathologies intestinales 

caracterisees par un etat d'hyperalg&ie. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'inhibiteur de 
proteases est un inhibiteur de protease intracolique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que rinhibiteur est 
un inhibiteur de s6rine-prot6ases ou un inhibiteur de m6talloprot6inases. 

4. UtiUsation selon la revendication 3, caract6ris6e en ce que rinhibiteur de 
s6rine-prot6ases est choisi panni la seipine et ses d6riv6s, I'Aprotinine, la N-tosyl- 
L-phenylalanyl chlorom6thyle c6tone, la dichloroisocoumarine, la nexin-1, le 
AEBSF-HCl, I'Antipain, la benzamidine, la Leupeptine, le TLCK, I'Ovomucoide, 
le.fluorure de ph6nyhn6thyle sulfonyle . le PEFABLOC® et les extraits de soja. 

5. Utilisation selon la revendication 3, caract6risee en ce que I'inhibiteur de 
metalloproteinases est choisi panni TAmastatine, I'Arphamemne, la Bestatin, la 
Diprotin A et le Phosphoramidon. 

< 

6. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que I'inhibiteur de 
proteases est choisi panni I'amprenavir, I'indinavir, le lopinayir, le ritonavir, le 
saquinavir, le nelfinavir et ratazanava-. 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications prec6dentes, pour la 
preparation d'un medicament destin6 k conti-61er la perm^abilite paraceUulaire de 
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Tepithelium intestinal chez des sujets atteints de maladies fonctionnelles 
intestinales caracterisees par un 6tat d'hyperalg&ie, 

8. Utilisation selon la revendication 7, pour la preparation d*un m6dicament 
5 destin6 k reduire la perm6abilite paracellulaire de T epithelium intestinal chez des 

sujets atteints de maladies fonctionnelles intestinales caracteris6es par un 6tat 
d'hyperalgesie. 

9. Utilisation selon Tune' quelconque des revendications precedentes, pour la 
10 preparation d'un medicament destin6 h reduire la sensibility a la douleur chez des 

sujets atteints ou sensibles aux maladies fonctionnelles intestinales caracterisees 
par un etat d'hyperalgesie. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1^6, pour la 
15 preparation d'm medicament destine au traitement preventif ou cxuratif des 

troubles fonctionnels intestinaux (TFI). 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracteris6e en ce que les troubles 
fonctionnels intestinaux sont choisis parmi le syndrome de Tintestin irritable (Sn), 

20 les douleurs abdominales fonctionnelles sans trouble de Telimination fecale et les 
douieurs liees aux intolerances alimentaires. 

12. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que Tinhibiteur est administre par voie orale ou rectalc. 

25 

13. Produit pharmaceudque compi^nant au moins un inhibiteui' da-proiencea-et au 
moinc-un autrj ::3gorii aciif cyccii«!5nne p-r^^ l-^c comc'OCK •^iiti-chGiiiJi2rgiqucc- l-i-c 
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14. Produit selon la revendication 13, caract6cis6 en ce que I'inhibiteur de 
protease est choisi paimi un inhibiteur de serme-prot6ases et im inhibiteur de 
m6ta]lo-prot6ases. 

15. Produit phamaceutique selon Tune des revendications 13 ou 14 
caract6ris6e en ce qu'elle se presente sous la forme d'une capsule ou d'une gdlule 
lib6rant son contenu par digestion microbieiine dans le colon. 
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